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Az izomösszehúzódás során az aktin és a miozin ciklikus kölcsönhatása 
biztosítja a két filamentális rendszer egymáshoz képest történő elmozdulását. A két 
fehérje komplexén belül a kontrakció során bekövetkező konformációs módosulások 
meghatározó szerepet játszanak az erőkifejtés létrejöttében.  
A miozin 
 
Szerkezeti szempontból a miozin egy hosszú, aszimmetrikus molekula, amelyen 
egy feji és egy farki rész különböztethető meg.  
Erős denaturáló ágensek (5 M HCl vagy 8 M urea ) jelenlétében a miozin hat 
polipeptid láncra esik szét: két nehéz láncra, amelyek tömege egyenként 200 000 Da 
körüli, illetve négy könnyűláncra, amelyek közül kettőnek a tömege  20 000 Da, 
kettőnek pedig 15 000 Da. A két nehéz lánc egy kettős hélixet alkot, amelynek egyik 
végén mindkét lánc globuláris alakot vesz fel. Ezek a miozin fejei, amelyekhez 
hozzákapcsolódnak a könnyűláncok, fejenként kettő-kettő.  
Proteolitikus emésztéssel a miozin több fragmentumra bontható. Kimotripszines 
emésztést követően kapjuk a 350 kDa körüli nehéz (HMM, „heavy meromyosin”) és a 
150 kDa körüli könnyű meromiozint (LMM, „light meromyosin”). A HMM papainnal 
történő emésztéssel tovább bontható az S1 (szubfragmentum 1) és S2 (szubfragmentum 
2) fragmensekre. Az emésztés során kapott alkotók közül a HMM-nek  és az S1-nek jut 
kitüntetett szerep, mindkét komponens kötődik ugyanis az aktinhoz, rendelkezik ATPáz 
aktivitással, valamint képes az aktin filamentum mozgatására.  
  Az S1 további emésztése megmutatta, hogy ez a fragmens a miozin legkisebb 
olyan aktív egysége, amely az aktint mozgatni tudja1.  
A fej két ellentétes oldalán helyezkednek el az aktin-kötő és a nukleotid-kötő 
regiók, amelyek két hélixen keresztül kommunikálnak egymással. A nyaki régióban a C 
terminálishoz közel található egy 85 Ǻ hosszú α-hélix, amelyhez kötődik a regulációs 
könnyűlánc, illetve az esszenciális könnyűlánc. Ezek együttesen úgy hatnak, mint egy 
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emelőkar, amely a nukleotid-kötő régió kis konformációs változásait nagy szögű 
elmozdulásokká erősíti.  
Az aktin 
 
Az aktin monomer egy 43 kDa molekulatömegű globuláris fehérje, amely két fő 
doménből áll. Mindkét domén tovább osztható két-két szubdoménre.  
A két fő domén között található az úgynevezett kation- és nukleotid-kötő 
hasadék, amelyben kétvegyértékű kationok (fiziológiás esetben Mg2+, in vitro 
körülmények között az aktinpreparálás oldatai és a kationokhoz való affinitás miatt 
Ca2+) illetve ATP, ADP.Pi, valamint ADP helyezkedhet el. Nukleotidmentes 
környezetben az aktin denaturálódik.  
Fiziológiás sókoncentrációk mellett az aktin gyorsan polimerizálódik, egy kettős 
hélixet alkotva. Az aktin filamentumok mellett mindig található egy olyan aktin 
populáció, amely monomer formában van jelen. Egyensúly esetében a monomerek 
koncentrációja a kritikus koncentráció, amely alatt az aktin már nem képes 
polimerizálódásra. A kritikus koncentráció értéke több paramétertől (például a 
nukleotidok és a kationok koncentrációjától) függ.   
 
Az aktomiozin kölcsönhatás. A kontrakciós ciklus 
 
Az aktomiozin kölcsönhatás leírására a legelfogadottabb a lengő emelőkar 
(„swinging lever arm”) modell , amely szerint az S1 farki része az ATP hidrolízis 
következtében létrejövő orientációs változások során egyfajta emelőként húz egyet az 
aktin filamentumon. 
Nukleotidmentes állapotban az S1 az aktinhoz erősen kötött (rigor) állapotban 
található, miközben hosszanti tengelye 45o-os szöget zár be az aktin filamentummal. Az 
S1 nukleotid-kötő zsebe ilyenkor nyitott állapotban található. A miozin fejek aktin-
kötésének affinitása nukleotidfüggő; a rigor állapottal összevetve az ATP állapot 
affinitása erősen lecsökken, aminek következtében a miozin fej disszociál az aktin 
filamentumról, és a nukleotid-kötő zseb zárt állapotba kerül. Az ATP hidrolízist 
követően a nukleotid-kötő zsebben ADP és inorganikus foszfát (Pi) lesz jelen, a fej 
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pedig elfordul és gyengén kötődik az aktin filamentumhoz; a nukleotid-kötő zseb újra 
nyitott állapotba kerül, ami lehetővé teszi a foszfát disszociációját.  
Ezt követően a nukleotid-kötő zsebben csak ADP található, aminek 
következtében az aktin-miozin kötés erősebb lesz, mivel az ADP állapotban a miozin 
aktinhoz való affinitása meghaladja az ATP és az ADP.Pi állapot affinitását. A 
következő lépésben (ez a húzási szakasz) disszociál az ADP, ami az S1 konverter 
doménjának közel 70o-os elfordulásával jár, amely pedig az emelőkar elfordulásához 
vezet. Ez vezethet – terheletlen esetben - az aktin filamentum mintegy 10 nm-es 





Tekintettel arra, hogy az izomösszehúzódás során kiemelt szerep jut az 
aktomiozin komplexben bekövetkező konformációváltozásoknak, lényeges ismernünk 
az aktomiozin komplex különböző régióinak dinamikai parmatéreit az egyes fázisokban. 
Munkám célja az aktomiozin komplex katalitikus doménjének, illetve a könnyűlánc-
kötő domén flexibilitásának a vizsgálata volt, rigor állapotban.  
A dinamikai vizsgálatok elvégzéséhez első lépésként találni kell olyan 
módszereket, amelyek alkalmasak a fehérjedinamikai paraméterek jellemzésére. 
Tekintettel arra, hogy az aktin monomeren Cys-374, az S1 katalitikus doménen a Cys-
707, az esszenciális könnyűláncon pedig a Cys-177 nagy reaktivitású cisztein, 
fluorofórokkal szelektíven jelölhető, fluoreszcencia spektroszkópiai módszereket lehet 
alkalmazni. A kérdéses fehérjerégiók egymáshoz viszonyított helyzetét fluoreszcencia 
rezonancia energiatranszfer (FRET) mérések segítségével lehet jellemezni. Első 
lépésként tehát olyan FRET módszerek alkalmazása illetve kidolgozása a cél, amelyek 
segítségével jól jellemezhetőek a kölcsönható fehérjék dinamikai tulajdonságai.  
A megfelelő módszerek kiválasztását követően annak a feltérképezése a feladat, 
hogy a nukleotidmentes állapotban (amelynek esetében a miozin fej erős kötésben van 
az aktin filamentummal) a miozin-S1 katalitikus doménje, illetve könnyűlánc-kötő 





Az aktomiozin komplex dinamikai tulajdonságainak jellemzésére két – saját fejlesztésű 
– fluoreszcencia spektroszkópiai módszert alkalmaztunk. Mindkét módszer a 
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) elnevezésű jelenségre épül. Röviden 
összefoglalva, a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer egy dipól-dipól csatoláson 
keresztül megvalósuló szinglet-szinglet energiatranszfer, amelynek során a donor 
molekula foton emissziója nélkül ad át energiát az akceptor molekulának. 
A gyakorlatban az energiatranszfer hatásfoka a steady-state spektrumokból 






τ= − = −  (I.1) 
ahol τDA és FDA az akceptor jelenlétében, a τD és FD pedig az akceptor hiányában mért 
fluoreszcencia élettartam, illetve fluoreszcencia intenzitás. 
 
A FRET alkalmazása helikális szimmetriával rendelkező  fehérjék esetén 
 
Az általunk kidolgozott módszer a fehérjékben fellelhető helikális szimmetriákat 
használja ki, segítségével távolságokat tudunk meghatározni, illetve következtetéseket 
tudunk levonni a fehérje konformációs állapotára vonatkozóan. A módszert, amelyet 
eredetileg aktin filamentumra dolgoztak ki2, mi az aktomiozin komplex-
alkalmazásokhoz fejlesztettük tovább3. Valójában bármilyen helikális struktúra esetén 
alkalmazható. A módszert az aktomiozin komplex esetében fogom ismertetni.  
Egy donor – egy akceptor esetében a FRET hatásfok az alábbiak szerint számítható: 
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ahol R a donor-akceptor távolság, R0 pedig az a donor-akceptor távolság (Förster 
távolság), amelynek esetében az energiatranszfer hatásfoka 0,5 (50%). 
Az általunk vizsgált esetekben a donor egy aktin-kötő fehérjén helyezkedett el, 
az akceptorok pedig az aktin protomereken. Ennek megfelelően egy donor több 
akceptorral állt kölcsönhatásban. Ebben az esetben a megfigyelt FRET hatásfok az 
























 , (I.3)  
ahol Ri az egyedi donor-akceptor távolságokat jelenti,  N pedig az akceptorok számát.  
Tekintve, hogy a távolabbi monomerek járuléka igen kicsi, az egyszerűség kedvéért a 
transzferhatásfok kiszámítása során csak a donorhoz legközelebb fekvő öt monomeren 
levő akceptor járulékát vettük figyelembe.  
Az egyedi Ri távolságok kiszámításakor figyelembe vettük az aktin helikális 
szerkezetét: az F-aktint egy 13/6 geometriájú hélixként lehet jellemezni (6 fordulatban 
13 monomer követi egymást), amelyben két egymást követő aktin monomer egymáshoz 
képest 166o-kal fordul el, köztük levő távolság (a z tengely mentén) pedig 27,5 Ǻ.  
Ennek megfelelően az akceptorok térbeli elhelyezkedése felírható; az aktin filamentum 
képzeletbeli tengelyéhez rögzített Descartes koordinátarendszerben az akceptorok x,y,z 
koordinátája a következőképpen számítható: 
xi=r cos((3-i)166o) (I.4a) 
yi=r sin((3-i)166o) (I.4b) 
zi=(3-i)27.5 Å, (I.4c) 
 
ahol r az akceptor radiális koordinátája, vagyis a filamentum hosszanti, z tengelyétől 
mért távolsága. Esetünkben r értéke a röntgenkrisztallográfiás adatokból ismert volt (~ 
25 Ǻ), az akceptorok ugyanis az aktin monomer 374-es ciszteinjéhez kötődtek 
specifikusan.  
Az energiatranszfer hatásfokának számításakor figyelembe kell venni a 
monomerek betöltöttségét, vagyis azt, hogy az adott monomeren található-e akceptor. A 
lehetőségek száma egy kis módosítással binomiális eloszlást követ; az energiatranszfer 
hatásfokának kiszámításához ugyanis nem kell figyelembe vennünk azt az esetet, 
amikor egyetlen monomeren sem helyezkedik el akceptor. Ennek megfelelően összesen 
31 esetet különböztethetünk meg.  
Az akceptor moláris arány (g) ismeretében annak a valószínűsége, hogy k számú 
monomer van megjelölve, a következő módon számítható: 
5(1 )k kkp g g
−= − , (I.5) 
ahol k  a betöltött monomerek száma, g pedig a jelölési arány.  
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= ∑ , (I.6) 
ahol Ek a k számú jelölt monomer esetében számított energiatranszfer hatásfok, pk  pedig 
az elrendezés valószínűsége.  
 Azzal a feltételezéssel, hogy a donor és az akceptor molekulák közötti távolság 
nem rögzített, hanem egy eloszlást követ, a módszer a fehérjék heterogenitásának 
jellemzésére is alkalmassá tehető3. A donor-akceptor távolságot az ω(R) Gauss-eloszlás 
segítségével közelítettük a következő módon: 
2
2
( )1 ( ) exp
22
cR RRω σσ π
⎡ ⎤−= −⎢ ⎥⎣ ⎦
, (I.7) 
ahol Rc  a tengelytől való távolság középértéke, σ pedig a félértékszélessége. 
Ennek megfelelően az energiatranszfer hatásfokának számítása a következőképpen 
módosul:  
( )g k j jk
jk
E p R Eω=∑ . (I.8) 
A módszer alkalmazása a gyakorlatban úgy történt, hogy az akceptor moláris 
arány függvényében mért fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer hatásfok értékekre 
illesztve egy MatLab programnyelvben írt algoritmus segítségével kerestük azokat az Rc 
és σ értékeket, amelyek esetén a mért értékektől való eltérés a legkisebb volt.  
 
Fehérje flexibilitásának karakterizálása FRET segítségével 
 
 Az előző fejezetben említett módszer mellett egy másik FRET módszert is 
alkalmaztunk a vizsgálataink tárgyát képező fehérjék dinamikai tulajdonságainak 
feltérképezésére. A módszer lényege, hogy az energiatranszfer mechanizmusának 
köszönhetően bevezethető egy olyan f’ paraméter, amelynek hőmérsékletfüggő 
változása a fehérjemátrix flexibilitására jellemző mennyiség5. Minél meredekebben 
változik f’a hőmérséklet függvényében, annál flexibilisebb a donor-akceptor pár között 







Eredmények és következtetések 
 
Konformációs eloszlások és távolságok a rigor aktomiozin komplexben 
 
A jelenleg leginkább elfogadott, ún. emelőkar („lever arm”) modell szerint a 
miozin fej könnyű-lánc-kötő doménjének az aktin filamentum tengelyéhez képest 
történő, a kötött nukleotidok által szabályozott elfordulása biztosítja a két filamentális 
rendszer relatív elmozdulásához szükséges molekuláris hátteret. Az itt ismertetett 
kísérletek során a miozin S1 úgynevezett katalitikus doménjének, illetve a „lever arm” 
részét képező könnyűlánc-kötő doménnek aktintól mért távolságát határoztuk meg rigor 
állapotban, vagyis abban az esetben, amikor a miozin fej nukleotidmentes állapotban 
van6. 
A távolságok meghatározására a helikális fehérjékre kidolgozott FRET 
módszerünket alkalmaztuk. A katalitikus domén és az aktin filamentum közötti távolság 
meghatározása érdekében a miozin S1 707-es ciszteinjét jelöltük specifikusan az 
IAEDANS nevű fluoreszcens festékkel, amely jelen esetben a donor szerepét töltötte be. 
A könnyűlánc-kötő domén–aktin filamentum távolság meghatározásának érdekében a 














Mindkét esetben az akceptorok (IAF) az aktin filamentumot alkotó 
monomerekhez (Cys-374) voltak kötve. A távolabbi akceptorok elhanyagolható járuléka 
I.1. ábra  Az aktomiozin szerkezeti modellje. A szerkezeten feltüntettük azokat
az aminosavakat, amelyekhez a donor (Cys-707, Cys-177) valamint az akceptor 
(Cys-374) molekulákat kötöttük. 
 10
miatt a FRET mérések során a donorhoz legközelebb eső öt akceptor (vagyis öt 
monomer) járulékát vettünk figyelembe.  
Abban az esetben, amikor a donort az S1 Cys-707 aminosavhoz kötöttük, a 
fluoreszcencia energiatranszfer hatásfoka lineárisan változott az akceptor moláris arány 
függvényében, ami tipikusan az egy donor-egy akceptor rendszerekre jellemző (I.2a. 
ábra).  
Ha a donort a Cys-177 aminosavhoz illesztettük, a mért értékeknek az akceptor 
moláris aránytól való függése már nem volt lineáris, és jelentős eltérést mutattak az egy 
donor – egy akceptor esetet feltételező tendenciától (I.2b. ábra).   

















































A mért fluoreszcencia energiatranszfer hatásfok értékeket a módszerekről szóló 
fejezetben ismertetett eljárás segítségével értékeltük ki, két esetet különböztetve meg: 
homogén, illetve heterogén eloszlású S1 populációt feltételezve. A homogén esetben 
minden S1 molekula ugyanabban a konformációban található, ennek megfelelően a 
donor ugyanolyan távolságra helyezkedik el a filamentumhoz képest, a heterogén 
esetben az S1 molekulák egy konformációeloszlással rendelkeznek (I.3. ábra). Ez utóbbi 
esetben a FRET hatásfokának számításánál azt feltételeztük, hogy az aktin tengelytől 
mért távolságok egy Gauss-eloszlást követnek.  
Abban az esetben, ha a donor a katalitikus doménen (Cys-707) helyezkedett el, 
homogén konformációeloszlást feltételezve az illesztés szemmel láthatóan jó minőségű.  
 
I.2. ábra. Az ábrán a mért fluoreszcencia energia transzfer hatásfok látható a Cys-707 (a) esetében 
(fekete körök) illetve a Cys-177 esetében (b). Folytonos vonallal van feltüntetve a legjobb lineáris 
illesztés, szaggatott vonallal pedig a röntgenkrisztallográfiás adatokból számolt, mozdulatlanságot 
feltételező értékek. 
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A számított FRET hatásfokok eltérése a mért értékektől akkor a legkisebb, 
amikor a donor aktin filamentumtól mért távolságát az x=77 ± 3 Å, y=5±5 Å, z=3±4 Å 
koordinátákkal adtuk meg. Figyelembe véve, hogy a radiális távolság (az akceptor 
távolsága az aktin tengelyétől) 25 Å,  a donornak a legközelebbi aktin monomertől mért 
távolsága 52 ± 3 Å. Ez az érték jó egyezést mutat más szerzők egy donor – egy akceptor 
esetet feltételező számításaival7-10.  Mint azt a későbbiekben majd láthatjuk a katalitikus 
domén esetében a homogén és a heterogén eset feltételezése hasonló eredményre vezet. 
A könnyűlánc-kötő doménen elhelyezkedő donor (Cys-177) esetében, homogén 
eloszlást feltételezve, a számított energiatranszfer értékek látványosan eltérnek a mért 
értékektől, heterogén konformációeloszlást feltételezve azonban sikerült jó illesztést 
kapni a mért értékekre.  
A tapasztalt heterogenitás hátterében – feltételezésünk szerint – az áll, hogy az 
S1 molekula és ezen belül is a könnyűlánc-kötő domén számos konformációban létezik, 
amelyben a donor-akceptor távolság tág intervallumon belül változhat.  
A donor-akceptor távolság karakterizálása érdekében az energiatranszfer 
számításánál azt feltételeztük, hogy a donor-akceptor távolság Gauss-eloszlást követ. 
Az eloszlás átlagértékét és a félértékszélességét az illesztésből határoztuk meg. Ahogy 
az a I.20. ábrán látszik, a donor-akceptor távolságeloszlás feltételezése jó illesztéshez 
vezet. A legjobb illesztés esetén a Cys-177 távolsága az aktin tengelytől 98 ± 3 Å, 
ennek megfelelően 73 ± 3 Å a legközelebbi aktin monomertől. Az eloszlás 
félértékszélessége 102 ± 4 Å volt. Annak a magyarázata, hogy a donor-akceptor 
távolság, és valószínűleg ennek megfelelően a könnyűlánc ilyen nagy intervallumon 
I.3. ábra. Az energia transzfer hatásfokának függése a Cys-707 (a) és Cys-177 (b) 
esetében. Folytonos vonallal ábrázoltuk a heterogén eloszlást, szaggatottal pedig a
homogén eloszlást feltételező illesztéseket. Fekete körökkel ábrázoltuk a mért értékeket. 
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belül mozoghat, egyik lehetséges oka a protein mátrix nagyfokú flexibilitása. 
Elképzelhető azonban az is, hogy ez a nagy távolságeloszlás nem a fehérjemátrix 
flexibilitásával, hanem nagyszámú, de merev konformáció jelenlétével magyarázható. 
A távolságeloszlást feltételező illesztést elvégeztük abban az esetben is, amikor a 
donor a katalitikus doménen helyezkedett el. Az előzetes várakozásoknak megfelelően a 
távolságeloszlás feltételezése nem javította az illesztés minőségét. Az illesztés 
eredményeképpen az átlagos távolság 52 ± 2 Å-nak adódott, ami megegyezett a 
homogén esetben kapott értékkel. A távolságeloszlás félértékszélessége 5 ± 3 Å volt.  
A Cys-177 aktin filamentumtól való távolságára kapott érték (73 Å) eltér a 
mások által korábban megfigyelt értékektől (50-60 Å), de viszonylag közel van a 
röntgenkrisztallográfiás adatokból számolt 89 Å–höz. Az, hogy a mi általunk kapott 
távolság közelebb  van a röntgenkrisztallográfiás eredményekhez, mint a korábbi FRET 
mérések eredményei,  valószínűleg a több akceptor figyelembe vétele, illetve a 
távolságeloszlás feltételezése miatt adódott.  
  Méréseink megerősítik azt az EPR spektroszkópiával kapott megfigyelést11, 
mely szerint a katalitikus domén és a könnyűlánc-kötő domén el tud fordulni 
egymáshoz képest. Méréseink egyeznek annak a szaturációs transzfer-EPR kísérletnek a 
megfigyelésével is, amely arra a következtetésre jutott, hogy a katalitikus domént és a 
könnyűlánc-kötő domént egy flexibilis csukló köti össze12.   
 
Az aktomiozin komplex flexibilitásának vizsgálata 
 
Az S1 dinamikai tulajdonságainak további feltérképezése érdekében az 
alkalmazott módszerek fejezetben ismertetett FRET eljárással vizsgáltuk az aktomiozin 
komplex flexibilitását. A fehérjemátrix flexibilitásának vizsgálatához az 
energiatranszfer hatásfokának és a donor akceptor jelenlétében mért fluoreszcencia 
intenzitásának arányát mértük a hőmérséklet függvényében.  
Az f’ paraméter hőmérsékletfüggése információt szolgáltat a fehérjemátrix 
flexibilitásában bekövetkezett változásokról, illetve esetleg a hőmérsékletváltozás által 
indukált konformációváltozásokról5. Tekintettel arra, hogy az átfedési integrál 
hőmérsékletfüggése torzíthatja az f’ paramétert, az f’ értékét minden hőmérsékleten 
normáltuk a hozzá tartozó átfedési integrál értékével.  
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Az f’ paraméter hőmérsékletfüggését (I.4. ábra) vizsgálva feltűnő, hogy abban az 
esetben, ha a donor a katalitikus doménen helyezkedett el, az f’ értéke alig változik a 
hőmérséklet növekedésével. Ezzel szemben, ha a donor az esszenciális könnyűláncon 
helyezkedett el, akkor az f’ értéke monoton módon, és meredeken nőtt. A módszer 
értelmében: ha f’ hőmérsékletfüggése meredekebb a fehérjemátrix flexibilisebb (ha nem 
következik be lényeges konformációváltozás.) Ennek alapján azt a következtetést 
vonhatjuk le, hogy a donor és az akceptorok között elhelyezkedő fehérjemátrix 
flexibilisebb az esszenciális könnyűlánc és az aktin között, mint a katalitikus domén és 
az aktin között.  
Felidézve azt, hogy a katalitikus domén esetében a távolságeloszlás 
félértékszélessége nagyon keskeny, f’ értéke pedig a teljes hőmérséklettartományon 
közel állandó és nincs konformációváltozás, arra következtethetünk, hogy 
nukleotidmentes állapotban a katalitikus domén és az aktin kötése erős, a két jelölő 
közötti fehérjemátrix merev.  
Az esszenciális könnyűlánc esetében megfigyeltek alapján ugyanakkor 
kijelenthető: az f’ paraméter meredek hőmérsékletfüggése arra utal, hogy a donor és az 
akceptorok közötti fehérjemátrix flexibilis. Az f’ paraméter mérésével sikerült kizárni 
I.4. ábra.  Az f’ paraméter hőmérsékletfüggése abban az esetben,
ha a donor a katalitikus doménhez (piros körök), illetve ha az
esszenciális könnyűlánc doménhez (kék körök) volt kötve. 
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annak a lehetőségét, hogy a könnyűlánc-kötő domén esetében megfigyelt széles 




Sikerült kidolgoznunk egy olyan fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer 
mérésen alapuló módszert, amely helikális szimmetriával rendelkező rendszerek esetén 
távolságeloszlások meghatározására lehet használni. 
A módszert a gyakorlatba ültettük, és azt az aktomiozin komplex esetében 
használtuk. Az eljárás segítségével kvantitatív képet kaptunk a miozin-S1 katalitikus, 
illetve könnyűlánc-kötő doménjének az aktin filamentumhoz viszonyított 
elhelyezkedéséről.  
A távolságeloszlások feltételezésével kvantitatív képet kaptunk a katalitikus 
domén és a könnyűlánc-kötő domén flexibilitásáról is. 
Az f’ paraméter hőmérsékletfüggésének mérésén alapuló módszer 
alkalmazásával pontosítottuk a fent említett módszer által kapott távolságeloszlások 
jelentését. Ennek megfelelően a katalitikus domén erős kötésben van az aktin 
filamentummal, a könnyűlánc-kötő domén viszont erősen fluktuál az aktin 
filamentumhoz képest.  
Méréseink megerősítik azokat a korábbi megfigyeléseket11, amelyek szerint a 
katalitikus domén és a könnyűlánc-kötő domén el tud fordulni egymáshoz képest.  
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2.  A fotoliáz fotoaktivációjának vizsgálata femtoszekundumos 
tranziens abszorpciós mérések segítségével 
 
Bevezetés 
A fotoliáz  
 
UV fény hatására a DNS-ben a szerkezet kémiai megváltozásához vezető 
fotoreakciók zajlanak le. Ezek közül a két legismertebb a ciklobután pirimidin dimer 
(Pyr<>Pyr) illetve a pirimidin-pirimidon(6-4) (Pyr[6-4]Pyr) kialakulása, amelynek 
során két egymást követő timin primidin gyűrűi kapcsolódnak egybe.  
Vizsgálatunk középpontjában a fotoliáz nevű enzim működése állt, amely képes 
arra, hogy fotokémiailag katalizálja a DNS hibákat javító reakciót 13. 
A fotoliáz a flavoproteinek családjába tartozik, amelyek esetében a flavin 
kofaktor számos biokémiai reakcióban játszik intermedier szerepet; a flavoproteinekben 
található flavin kromofór jellegzetes abszorpciós spektrummal rendelkezik UV és 
látható hullámhosszokon egyaránt; legtöbbjük esetében a fiziológiai funkciót nem 
befolyásolja a fényabszorpció. A fotoliáz ebből a szempontból kivételt képez, az enzim 
működését ugyanis – és ennek következtében a DNS-szál javítását – egy UV/látható 
foton abszorpciója katalizálja.  
A javítási ciklus során a hibás DNS-hez specifikusan kapcsolódott fotoliáz 
kétszeresen redukált állapotban levő flavin kofaktora (FADH–) egy elektront injektál a 
pirimidin dimerre, aminek következtében a kötés felhasad. A fotoliázokat a javított 
terméktől függően ciklobután pirimidin dimer fotoliázok, a II-es típusú fotoliázok pedig 
a (6-4) fototermékek javítását végzik el.  
A fotoliázok olyan 450-550 aminosavból álló globuláris, monomer fehérjék, 
amelyek két nemkovalensen kötött kofaktort tartalmaznak. Ezek közül az egyik az eddig 
ismert típusok mindegyikében a flavin adenin dinukleotid (FAD), a második pedig vagy 
egy pterin (MTHF), vagy egy deazaflavin (8-HDF) kromofór.  
A flavin az egyik leggyakrabban előforduló kofaktor (legkevesebb 151 enzim 
tartalmazza FAD és/vagy FMN formában), a fotoliázban a FAD formája található meg, 
három redox állapotban: oxidált, egy elektronnal redukált illetve két elektronnal 
redukált állapotban. A fotoliáz esszenciális kofaktora, a flavin14-16, a katalízis során 
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specifikusan kötődik a sérült DNS szakaszhoz. DNS javítására a flavin csak a 
kétszeresen redukált – FADH– – állapotában alkalmas. Vizsgálataink tárgya az a 
folyamat – fotoaktiváció – volt, amelynek során a flavin a kétszeresen redukált FADH– 




















II.1. ábra. Az E. coli fotoliáz szerkezete. MTHF fotoantenna (kék), FAD kofaktor 
(piros), a fotoaktivációban fontos szerepet betöltő három triptofán (lila). 
 
A fotoliáz másik kofaktora az általunk vizsgált esetben az MTHF kromofór, amit 
fotoantennának is neveznek (az A. Nidulans, illetve T. Thermophilus fotoliázok esetében 
8-HDF). A katalízis az enzim-szubsztrát kötésre hatást nem gyakorló MTHF illetve 8-
HDF kofaktorok nélkül is végbemegy17, 18, jelenlétük azonban jelentősen (10-100-
szoros mértékben) megnöveli a javítás sebességét13. Ez annak köszönhető, hogy az 
MTHF vagy 8-HDF kofaktorok extinkciós maximuma (400 nm körül) jelentősen 
nagyobb, mint az FADH– kofaktoré, az így abszorbeált energia pedig szintén eljut – 
fluoreszcencia rezonancia energiatranszferrel –  a flavin kofaktorhoz17, 19-21. 
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Fotoreaktiváció illetve fotoaktiváció az E. coli fotoliázban 
 
A fotoliázban két fotoindukált elektrontranszfer folyamat megy végbe: a DNS 
javítást végző fotoreaktiváció illetve a flavin kofaktort redukáló fotoaktiváció.  
A fotoreaktiváció során egy közeli UV/látható foton által indukált folyamat 
zajlik le, amelynek során a ciklobután-pirimidin kötés felhasad. A reakció 
mechanizmusa a következő: a pirimidin dimerhez kötődött fotoliáz antennája (MTHF) 
elnyel egy UV/kék fotont, majd fluoreszcencia rezonancia energiatranszferrel gerjeszti a 
kétszeresen redukált állapotban található FADH–-t (a flavin gerjesztése közvetlenül is 
megtörténhet). A gerjesztett állapotban levő FADH–-ról ~170 ps alatt egy elektron ugrik 
a Pyr <> Pyr gyűrűre22. Mivel a ciklobután 5-5 és 6-6 kötései ezt követően már sértik a 
Hückel-szabályt, ennek megfelelően a Pyr <> Pyr felbomlik két pirimidinre. Ezt 
követően az elektron ~560 ps alatt visszatranszferálódik a félig redukálódott flavinra, 
amely ennek következtében újra a teljesen redukálódott FADH– állapotba kerül.  
Egy kivétellel az összes eddig izolált fotoliázban igaz az, hogy a flavin kofaktor 
alapesetben az FADH● állapotban található meg. Ahhoz azonban, hogy a 
fotoreaktiváció végbemenjen, a flavin kofaktornak a kétszeresen redukált FADH– 
állapotban kell lennie. A fotoliázban végbemegy egy második fotoreakció is, amelynek 
során külső redukálószer jelenlétében az FADH● redukálódik, és a katalitikusan aktív 
FADH– állapotba kerül. A folyamat neve ennek megfelelően fotoaktiváció.  
Az E. coli -ból származó fotoliáz esetében – mint azt a továbbiakban részletesen 
tárgyalni fogom – az FADH● redukálása egy három tagból álló triptofán láncon (W382-
W359-W306) keresztül haladó elektrontranszfer segítségével valósul meg23 (II.2. ábra), 
amelynek során a terminális elektron-donor a flavin kofaktortól 15 Ǻ távolságban 
elhelyezkedő, oldószerrel kölcsönhatásban álló  W306-os triptofán24. A W306 
redukálása egy külső elektron donorral stabilizálja a flavin kofaktor FADH– állapotát, 
külső elektron donor hiányában a töltés rekombináció következtében a kofaktor 
visszakerül az FADH● állapotba 23, 25.  
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 2. Célkitűzések 
 
Vizsgálataim során a W382-W359-W306 triptofánlánc mentén végbemenő 
elektrontranszfer folyamat részletesebb megértését tűztem ki célul. Kollégáim korábbi 
munkája, amelynek során mutagenezissel egy a triptofánhoz hasonló geometriájú, de redox-
semleges fenilanalinnel cserélték ki a W382-es triptofánt igazolta az a feltételezést, hogy a 
fotoaktiváció első lépéseként a W382-es triptofánról egy elektron ugrik a flavin kofaktorra.  
A mérések elkezdésekor tehát a következő kérdések megválaszolását tűztem ki célul: 
 
1) Megfigyelhető-e a flavin kofaktor redukálódása abban az esetben, ha a W359-es 
triptofánt a hasonló geometriájú, de redox inert fenilanalinre cseréljük? 
 
2) Létrejön-e a W359→W382 elektrontranszfer lépés a fotoaktiváció során? 
 





Vizsgálataimat a pumpa-próba módszerrel megvalósított tranziens abszorpciós 
mérésekkel végeztem. A tranziens abszorpciós pumpa-próba rendszer alapelve könnyen 
megérthető a következő ábrából: a gerjesztő pumpa impulzust követően, a mintát 
meghatározott időpontokban, úgynevezett próbaimpulzusokkal világítjuk meg, és detektáljuk 
a minta transzmisszióját. A vázolt tranziens abszorpciós berendezés (II.2. ábra) tehát néhány 
femtoszekundumos időközönként méri az abszorpcióváltozást, ennek megfelelően a 
femtoszekundumos időskálán lezajló abszorpciós változások mérésére alkalmas.  
 
 
II.2. ábra. A tranziens abszorpciós elrendezés illetve a mért görbe. (Forrás:Vos M H, 199926.) 
 
A detektált abszorpcióváltozás mögött a következő jelenségek húzódhatnak meg: 
1. Kifehéredés vagy „bleaching”.  
2. Stimulált emisszió.  
3. Fotoindukált abszorpció vagy gerjesztett állapoti abszorpció („excited state absorption”, 
ESA).  
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Eredmények és következtetések 
 
 
A három triptofán elektrontranszferben betöltött szerepének vizsgálata érdekében a 
triptofánokat mutagenezissel egyenként egy hasonló geometriájú, de az elektrontranszfer 
szempontjából inert fenilanalinre cseréltük (W382F, W359F). 
Kollégáimnak a W382F mutánson végzett kísérletei25 tisztázták a kofaktorhoz 
legközelebb álló triptofán (W382) szerepét az elektron transzfer folyamatban, illetve az 
FADH●* állapot saját relaxációs idejét.  
A vad típus esetében a sebességi állandó (24 ps)-1 körül, míg a mutáns esetében (80 
ps)-1 körül adódott a teljes mért spektrális tartományon.  A mutáns esetében megfigyelt 
hosszabb relaxációs idő arra utal, hogy nem jön létre elektrontranszfer, vagyis a W382-es 
triptofán az elsődleges elektron donor. A mutáns esetében megfigyelt (80 ps)-1 körüli 
lecsengés az FADH●* saját relaxációs idejének felel meg.  
A vad típusnál megfigyelt 30 ps körüli relaxációs idő ennek megfelelően két 
kompetitív folyamat – az FADH●* állapot elektrontranszfer következtében megvalósuló, 
illetve saját relaxációjának – eredménye. Ennek megfelelően az elsődleges elektron transzfer 
lépés mintegy 38-45 ps alatt megy végbe.  
A kísérleteket ezúttal is két részletben végeztük: a 420-590 nm közötti tranziens 
abszorpciós mérésekhez 620 nm-es pumpa impulzust alkalmaztunk, a 630-700 nm közötti 
tartományban végzett mérésekhez pedig 550 nm-es pumpaimpulzust használtunk. A 630-700 
nm-en kapott eredményeket vizsgálva megfigyelhető, hogy a mutáns esetében az 
abszorpcióváltozás kinetikája egyezést mutat a vad típusban megfigyelttel. Mivel ezen a 
tartományon az abszorpcióváltozást csak az FADH●* állapot befolyásolja, a sebességi 
állandók egyezéséből azt a következtetést lehet levonni, hogy a mutáns W359F fotoliázban a 
gerjesztett flavin kofaktor a vad típusnál megismert módon, vagyis elektron transzferrel 
relaxálódik.  
A másik tartományt (420-470 nm) vizsgálva, ahol fotoindukált abszorpció lép fel az 
enzimben, mind a vad típus, mind a mutáns esetében hasonló kinetikát figyelhetünk meg: 434 
nm-en a gerjesztett állapot relaxációjának sebességi állandója szintén ~30 ps. 
A 470-590 nm tartományban a relaxáció élettartama az előzőekhez hasonlóan mind a 
vad típus, mind a mutáns esetében ~30 ps. Feltűnő különbség azonban, hogy amíg a vad 
típusban 150 ps után is marad abszorpciókülönbség, ez a mutáns esetében gyakorlatilag 
teljesen eltűnik (II.3. ábra). 
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II.3. ábra. Az abszorpcióváltozás kinetikája a vad típus (teli körök) és a mutáns esetében 
(négyzetek). Üres körökkel ábrázoltuk az izobesztikus pontban mért abszorpcióváltozást. 
 
 
A vad típus tranziens spektrumait elemezve látszik, hogy a 145 ps-os mérési ablakban 
a minta gyakorlatilag felveszi a t=∞ időpillanathoz tartozó „nyugalmi” vagy „végső” 
spektrumot, amely az FADH−W●+ állapotnak feleltethető meg. A mutáns esetében ez a 
karakterisztikus spektrum azonban eltűnik: a 145 pikoszekundumos késleltetés esetén mért 
abszorpcióváltozás (ennek megfelelően a „végső” aszimptotikus spektrum is) a vizsgált 
spektrális tartományon gyakorlatilag nulla (II.4 ábra). 
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II.4. ábra Vad típusú (WT) és mutáns (W359F) fotoliáz tranziens abszorpciós 
spektruma különböző késleltetések esetén.  
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A kinetikai eredményeket és a tranziens spektrumok kapcsán megfigyelteket 
egybevetve a következő megállapításokat tehetjük: a ~30 ps relaxációs idő a 
töltésszétválasztás létrejöttére utal, ellenkező esetben a W382F mutáns fotoliáz esetében 
megfigyelt 80 ps körüli relaxációs időt kellett volna visszakapnunk. A t=∞ időpillanathoz 
tartozó spektrum, a W382F esetében megfigyeltekhez hasonlóan az FADH−W●+ állapot 
hiányára utal a W359F-ben. Összegezve tehát, a kapott eredmények arra utalnak, hogy bár az 
elsődleges transzfer lépés a W382-es triptofánról a flavin kofaktorra megtörténik, a flavin 
nem marad a kétszeresen redukált FADH− állapotban,  vagyis a kezdeti töltésszétválasztást 
követően egy gyors töltés-visszarendeződésnek kell bekövetkeznie.  
A reakciómechanizmust leíró differenciál-egyenletrendszer megoldásával, illetve a 
mérések során kapott sebességi állandók behelyettesítésével sikerült megbecsülnünk ennek a 








Méréseim eredményeit tehát a következőkben lehet összegezni: 
 
1) Sikerült igazolnom, hogy a W359 triptofánnak a redox semleges fenilanalinre 
cserélése megakadályozza azt az elektrontranszfer folyamatot, amelynek következtében a 
flavin kofaktor redukált állapotba kerül.  A W359F esetében ugyanis a flavin kofaktor nem 
marad redukált állapotban, amiből arra következtettünk, hogy a triptofán-fenilanalin cserével 
blokkoltuk a flavin kofaktor redukáláshoz szükséges elektrontranszfert. 
2) Sikerült fényt derítenem arra, hogy a W359F fotoliázban, több ismert flavoproteinhez 
hasonlóan, a flavin gerjesztett állapota egy rövid élettartamú oxidáció által relaxálódik. 
3) Méréseim bizonyítékot szolgáltattak arra is, hogy a W382→FADH•* elektrontranszfer 
lépés elengedhetetlen a W359-es (és valószínűleg a W306-os) triptofán oxidálásához. 
4) Sikerült megbecsülnöm a másodlagos elektrontranszfer lépés kinetikáját: az 
FADH−W382●+ állapotot megvalósító töltésszétválasztást egy gyors elektrontranszfer lépés 
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In the conceptual framework of the molecular events during muscle contraction1 
the cyclic interaction of actin and myosin drives the sliding of thin and thick filaments 
past one another. The interaction of these two proteins is powered by the hydrolysis of 
ATP that occurs in the catalytic domain of the myosin head. Although this “sliding 
filament hypothesis” gained wide acceptance, many questions remained unanswered 
regarding the mechanism of energy transduction and the intra-molecular conformational 
changes within the myosin head (and possibly within the actin filament). 
Myosin 
 
Myosin is a large asymmetric molecule containing a long tail and a globular 
head.  
In the presence of strong denaturing solutions (5 M HCl  or 8 M urea ) the 
myosin dissociates into six polypeptide chains: into two heavy chains (200 000 Da 
each) and four light chains (two with   molecular weight of 20 000 Da, one with 15,000 
and another with 25,000). The two heavy chains form a double helix, at one end both 
are folded into separate globular structures forming the two heads of the myosin.  
Exposed to proteolytic enzymes the myosin molecule can be decomposed into 
further subcomponents. Using chymotrypsin the myosin dissociates into heavy 
meromyosin (HMM), with molecular weight of 350 kDa and light meromyosin (LMM) 
with the molecular weight of 150 kDa.  HMM can be split into further parts – 
S1 (subfragmentum 1) és S2 (subfragmentum 2) – using papain. Among the mentioned 
fragments, HMM and S1 have a distinguished role: both of them can bind actin, have 
ATPase activity and can move actin filaments.  
  Further digestion of the myosin molecule revealed clarified that S1 is the 
smallest active component of the myosin molecule which can move the actin filament2.  
The regulatory and essential light chains wrap around the 20-kDa fragment of 
S1, which forms an 85Å-long a helix that spans much of the S1. It was suggested that 
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the conformational changes in the nucleotide-binding pocket could be transmitted to the 
85Å-long a helix. This structure may play the role of a lever arm, which magnifies small 
conformational changes to larger movements.  
Actin 
 
Actin monomer is a 43 kDa weight globular protein composed by two main 
domains, containing two further subdomains each.  
The junction of the two main domains is the cation- and nucleotide-binding cleft 
in which Mg2+ or Ca2+, ATP, ADP.Pi, or ADP can be found. In nucleotide free buffers 
the actin denatures quickly.  
In the presence of physiological salt concentrations the actin monomers 
polymerizes easily forming a double helix. Coexisting with the actin filaments there is 
always an actin monomer population. In equilibrium the concentration of the monomers 
is the critical concentration, bellow which the monomers cannot polymerize. The 
critical concentration is a function of environmental factors, e.g. the nucleotide and 
cation concentrations.   
Actomyosin interaction. The contraction cycle.  
 
According to the swinging lever arm hypothesis - which is the current 
explanation for the force generation mechanism - during the ATP-hydrolysis the 
subfragment 1 undergoes subtle conformational changes and as a result the lever arm 
moves through 10 nm along the actin filaments.  
When no nucleotide is bound to S1 the myosin head is in tight binding with the 
actin (rigor state) forming a 45o angle with its axes.  The nucleotide-binding pocket of 
S1 is opened in this case. After binding an ATP molecule, the myosin head dissociates 
from actin filament and the nucleotide-binding pocket of S1 turns to the closed state. In 
the ADP-Pi–bound state, the catalytic domain binds weakly to actin. Actin docking 
causes phosphate release from the active site. The lever arm then swings to the post-
stroke position in the ADP-bound state, which moves the actin filament by 10 nm. After 
completing the stroke the ADP dissociates from myosin and the next ATP binds to the 
active site, which rapidly reverts the catalytic core to its weak-binding actin state. The 





Conformational changes in the actomyosin complex play a distinguished role 
during muscle contraction. Taking into account this property of the actomyosin complex 
it is important to characterize the dynamical properties of different regions of the 
complex in the individual states of the contraction cycle. The general main of this work 
was to characterize the flexibility of the catalytic- and light-chain-binding domains of 
myosin-S1 in the actomyosin complex in the nucleotide free (rigor) state.  
As a first step it was important to find suitable methods to characterize the 
flexibility and the dynamics of these proteins. In our special case the choice was based 
on the fluorescent labelling of the highly reactive cysteine residues, which can be found 
on the catalytic- and the light-chain-binding domains.  We were able to label 
specifically the mentioned residues with fluorophores, thus we could use fluorescence 
resonance energy transfer methods.   
As a first step of the investigation the aim was to developed special FRET 
methods to describe the dynamical properties of the interacting proteins.  
After the elaboration of the fluorescent spectroscopic methods we attempted to 
characterise the dynamic properties of the catalytic- and light-chain-binding domains in 





In order to investigate the dynamic properties of the actomyosin complex we 
used two fluorescence spectroscopic methods, based on the phenomena called 
fluorescence resonance energy transfer. The term fluorescence resonance energy 
transfer (FRET) is commonly used to describe singlet-singlet energy transfer via a 
mechanism based on long-range dipole-dipole resonance coupling. 
The efficiency of the process (i.e., what percentage of the excited molecules 






τ= − = −  (I.1) 
where τDA  and FDA stands for the lifetime and the intensity of the donor in the presence 
τD and FD the lifetime and the intensity of the donor in the absence of the acceptor. 
 
FRET in the case of systems with helical symmetries 
 
The first applied FRET method uses the helical symmetry of the molecules, and 
using it one can determine distance distributions and their modifications characteristic 
for structural changes of the molecules. The method was developed for the actomyosin 
complex3 but it can be used for any system with helical symmetries.  
In the case of one donor – on acceptor system the FRET efficiency can be calculated as 
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where R stands for the donor-acceptor distance, R0 that specific donor-acceptor distance, 
for the transfer efficiency is 0.5 (50%). 
In the case of the actomyosin complex the donor was attached to the myosin 
subfragment-1, the acceptors were attached to the actin protomers.  In this more 
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where the Ri values are the individual donor-acceptor distances and N is the number of 
the acceptors.  
For the simplicity during the calculation of the transfer efficiency we take into 
account the contribution of the five closest acceptors.  
Calculating the individual Ri distances we take into account the helical 
symmetry of the actin filament: F-actin is a helix having a 13/6 geometry (in 13 
adjacent monomers are placed in 6 turns). Thus the geometry of a filament is described 
by the radial coordinate of the labelled residue (r), and also by the pitch of the actin 
monomer in the actin filament, and the relative rotation of the neighbouring monomer 
along the genetic helix, which can be taken to be 55 Å and 166 Å, respectively. The 
coordinates (x, y, and z) of the labelled actin residues on the five actin monomers 
considered can be then calculated by using the following equations: 
xi=r cos((3-i)166o) (I.4a) 
yi=r sin((3-i)166o) (I.4b) 
zi=(3-i)27.5 Å, (I.4c) 
 
where i takes the integer value from 1 to 5 and refers to individual actin monomers. The 
value of r (~ 25 Ǻ) was known from crystallographic data.   
If the acceptor molar ratio (g) is known, the probability (pk) of the individual 
arrangements could be obtained from the binomial distribution as follows: 
5(1 )kkp g g
−= − k  (I.5) 
 Knowing the positions of the potential acceptor labelling sites on the five actin 
monomers, the cumulative transfer efficiency (Eg) at a given acceptor molar ratio (g) 







= ∑  (I.6) 
where Ek is the FRET efficiency between the donor and the acceptors in the kth 
arrangement of actin monomers, whereas pk is the probability of the kth arrangement.  
 
By applying these equations one can compare simulated curves with the 
experimental data and determine the physically veritable position of the donor in an 
actin-binding protein. 
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 With a more complex analysis the method can also give information regarding 
the conformational heterogeneity of the protein matrix. To accommodate 
conformational distribution the donor-acceptor distance distributions were taken into 
account. It is assumed in the analysis that the transitions between the conformational 
states are slow on a nanosecond time scale. The distance distribution characteristic for a 
donor-acceptor system (ω(R)) can be approximated with a Gaussian function, with a 
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, (I.7) 
 
In this case the summation of the individual transfer efficiencies is carried out as 
follows: 
( )g k j
jk
jkE p R Eω=∑ . (I.8) 
 
Flexibility of proteins revealed by FRET 
 
 In order to characterize the flexibility of proteins we used another FRET-
method. The method is based on the assumption that the value of the rate constant 
characteristic for the energy transfer <kt> is an appropriate parameter for monitoring 
local fluctuations in a macromolecule5. To determine its value experimentally the FRET 





F  (I.9) 
 It should be noted that the measured normalized energy transfer parameter of the 
system having a single donor that interacts with more than one acceptors is the sum of 
the normalized energy transfer efficiencies that characterize the individual donor-
acceptor systems6. 
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Results and discussion 
 
Distance distributions in the actomyosin complex. 
 
The cyclic interaction between actin and myosin is thought to provide the 
molecular basis for muscle contraction. In the presented experiments we determined the 
distance of the catalytic domain of S1 and the light-chain-binding domain from the actin 
filament in the nucleotide free (rigor) state of the actomyosin complex7. 
In order to characterize the distances we use our FRET method developed for 
systems with helical symmetry. For the determination of the catalytic domain – actin 
filament distance the Cys-707 residue of myosin-S1 was labelled with IAEDANS, 
which served as FRET donor.  Acceptors were attached to the Cys-374 residue of the 
actin protomers. To determine the light-chain-binding domain – actin distance the donor 















Figure. I.1. Schematic representation of the atomic model of the actomyosin
complex. The Cys-707 and Cys-177 residues which were covalently modified 
with donor in fluorescence experiments are labeled in the catalytic domain and in 
the essential light-chain. The positions of potential acceptor labeling sites (Cys-







When the donor was attached to the Cys-707 of the S1 the measured transfer 
efficiency increased proportionally to the acceptor molar ratio, which is evidenced by a 
good linear fit (Fig. I.2a). Considering that such linear relationship is typical for a single 
donor - single acceptor system, it seems to be likely that the donor on the Cys-707 of S1 
probably transferred energy predominantly to the acceptor on the closest actin 
monomer. In contrast, the dependence of transfer efficiency on the acceptor molar ratio 
deviated from the linear in the case of transfer between the donor on Cys-177 of ELC 
and acceptors on the actin filament. 















































Figure I.2. The measured transfer efficiency as a function of acceptor molar ratio in the case of 
energy transfer between the catalytic domain (Cys-707) and actin (a), or between the light-chain 
binding domain and actin (b). The linear fits, which would be expected for a single donor – single 
acceptor system (continuous lines), and the transfer efficiencies calculated using the atomic model
of the acto-S1 complex (dashed lines)  
The analysis of the measured transfer efficiency data was carried out by assuming 
either homogenous S1 population, where all the S1’s are in identical conformation, or 
by considering a conformational distribution of the labelled protein resulting in a 
donor-acceptor distance distribution. In the former case it was assumed that the donor 
position could be described with single set of x, y and z coordinates for the entire S1 
population. This approximation resulted in a good fit for the donor on Cys-707 
(Fig. I.3a). The value of x, i.e., the distance of Cys-707 from the filament axis was 
77 ± 3 Å. The values of y and z were 5 ± 5 Å and 3 ± 4 Å, respectively. The x, y and z 
coordinates correspond to 52 ± 3 Å distance between the donor and the acceptor on the 
nearest actin monomer by considering the 25 Å consensus radial coordinate of Cys-374 
in the actin filament.  
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In the case of transfer between the donor on Cys-177 and acceptors on actin, the 
assumption of homogenous S1 population failed to give a good fit (dotted line in Fig. 
I.3b).  













































Figure I.3.Best fits to the experimental data in the case of resonance energy transfer 
between the acceptors on actin and donor on Cys-707 (a), or Cys-177 (b) of S1. The fits 
were performed assuming either homogeneous (dotted lines), or heterogeneous 
(continuous lines) S1 populations.  
Deviation from the linear fit could be in principle explained by nonrandom actin 
polymerization resulting in an inhomogeneous acceptor distribution8. To estimate the 
effect of nonrandom filament assembly, we polymerized the actin in the presence of 
phalloidin. Such preparation was shown to result in a random monomer assembly8. 
Because the results obtained in the presence and absence of phalloidin were 
indistinguishable from each other, the effect of nonrandom actin assembly was 
excluded. The consideration of these results and the inability of the simulations 
assuming homogeneous S1 population to approximate the experimental results in the 
case of ELC suggested that the conformation of the light-chain-binding domain of S1 
was heterogeneous. 
To test the effect of heterogeneous S1 population, the distance calculations were 
carried out with the assumption that the S1 population could adopt a wide range of 
conformations characterized by a donor-acceptor distance distribution (Fig. 3. a,b). The 
inter-conversion rate among these conformations was assumed to be slow on a 
nanosecond time-scale. In the case of donor on the catalytic domain (Cys-707) the 
assumption of homogeneous S1 population resulted in good fit of the simulated data to 
the experimental ones. Thus, it might be expected that the positional distribution of the 
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S1 population is narrow even if such a distribution is assumed. The distribution of 
distances between Cys-707 of S1 and the z axis was centered at 77 ± 2 Å. Considering 
the radial coordinate of Cys-374 of actin the distance between Cys-707 of S1 and Cys-
374 on the closest actin monomer was calculated to be 52 ± 2 Å, which is in good 
agreement with calculations that assumed a homogeneous S1 population. The width of 
this distance distribution was 5 ± 3 Å. The relatively small width indicates that the 
positional distribution between Cys-707 in S1’s catalytic domain and the actin filament 
is narrow. 
In the case of energy transfer between the donor on Cys-177 of the ELC and the 
acceptors on actin, the simulation gave a remarkably good fit if heterogeneity of the S1 
population was assumed (Fig. 3 b). The distance distribution between Cys-177 of the 
ELC and the z axis of the actin filament was centered at 98 ± 3 Å with a width of 
102 ± 4 Å.  Accordingly, the mean distance between Cys-177 of ELC and Cys-374 on 
actin was 73 ± 3 Å.  The wide positional distribution of the ELC, and therefore 
probably the light-chain binding domain of S1, reflects either the large flexibility of the 
protein matrix, or the presence of a large number of distinct conformations of a 
relatively rigid protein matrix. Further experiments were required to distinguish 
between the alternative explanations (see below). 
When a conformational distribution accompanied with a distance distribution of 
the light-chain-binding domain of S1 was considered in the analysis of the FRET data, 
the mean distance was 73 Å between the donor on Cys-177 and acceptors on actin. The 
distance resolved in the present analysis (73 Å) is longer than those (50-60 Å) 
published previously by other laboratories9, 10 and correlates better with the distance 
(c.a. 89 Å) calculated from the atomic model of the actomyosin complex. The nonzero 
size of the probes applied in the FRET experiments (5-15 Å) may explain11 the 
perishing difference between determinations based on FRET data and the atomic 
model. 
These experiments did not resolve which part of the S1 was responsible for the 
emergence of elastic strain. FRET experiments could detect the swinging motion of the 
light-chain-binding domain and provided evidence for the close coupling between the 
isomerization of myosin head and the phosphate-release step12. The ability of the 
catalytic and light-chain-binding domain to rotate relative to each other was also shown 
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previously by using conventional EPR spectroscopy13. In accordance with this 
observation, saturation transfer-EPR measurements suggested that the catalytic and 
light-chain-binding domains were connected by a flexible hinge in the myosin head14. 
In good correlation with these observations, our results indicate that the dynamic 
properties of the protein matrix of S1 allow the independent rotation of the light-chain-
binding domain relative to the catalytic domain, which is fixed in a unique 
conformation to the actin filament under rigor conditions. Interestingly, in saturation 
transfer-EPR measurements, the difference between the mobility of the catalytic and 
light-chain-binding domains existed only in the filament form of myosin14, but 
disappeared in either the monomeric form or when the myosin was bound to actin.  In 
the light of this result it seems to be important to determine by other experimental 
methods whether the large flexibility of the protein matrix was responsible for the wide 
distance distribution of the light-chain-binding domain in our experiments, or a 
relatively rigid protein experienced a number of distinct conformations separated by 
relatively high free energy barriers. 
  
 
Flexibility of the actomyosin complex 
 
To further characterize the dynamic properties of myosin S1 in the actomyosin 
complex we investigated the inter-protein flexibility of the acto-S1 complex in the 
nucleotide-free, i.e. rigor, state by using the other described FRET – based method. The 
experiments were designed to provide information about the flexibility of the protein 
matrix between the Cys-374 residues of the actin and either the catalytic domain (Cys-
707) or the light-chain-binding domain (Cys-177) of S1.  
The temperature profile of parameter f’ provides information about the changes 
in the flexibility of the protein matrix and about the possible temperature induced 
conformational transitions5.  
The value of f ’ was insensitive to temperature changes between 5 and 35 oC 
when the donor was on the catalytic domain (Cys-707) of S1 and the acceptors were 
attached to the actin filament (Cys-374)  (Fig. 2). In contrast, the value of f ’ was 
strongly temperature dependent when measured for the donor in the essential light-chain 
of S1 (Cys-177) and acceptors on Cys-374 of the actin filament (Fig. I.4). 
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 Figure I.4.  The temperature dependence of the relative f ’ in the case of 
energy transfer between acceptors on the actin filament and donor on the 
Cys-707 of S1 (filled circles), or donor on the Cys-177 of the essential light-
chain and (empty circles).
 
 
The FRET data presented here demonstrated that the protein matrix between 
Cys-707 of S1 and acceptors on the actin filament in the rigor complex is substantially 
rigid. This result is what one would expect from the observation that the distance 
distribution between these points is narrow7. On the other hand, the wide positional 
distribution reported for the essential light-chain in the rigor acto-S1 complex7 is due to 
the large flexibility of the protein matrix connecting the catalytic and light-chain-
binding domains of S1. 
The flexibility of the connection between the catalytic and light-chain-binding 
domains could contribute to the reduction of the energy barrier to inter-conversion 
between neighbouring states of the contraction cycle. On the other hand, consideration 
of the difference in the helical symmetry of the actin and myosin filaments suggests that 
the flexibility of the light-chain-binding domain might be important in accommodating 
the symmetry difference and allowing the formation of cross-bridges between the two 
filament systems. Our data also show that the protein region between the actin filament 
and the Cys-707 of S1 is rigid, in good accordance with the assumption of the ‘rotating 






A FRET based method was developed to measure the distance distributions in 
macromolecule systems with helical symmetries. 
The applicability of the method was proved in the case of the actomyosin 
complex. Using the method we were able to determine the distance between the 
catalytic or light-chain-binding domains of myosin-S1 and the actin filament.  
Assuming a distance distribution we were able to characterize quantitatively the 
flexibility of the catalytic and light-chain-binding domain of myosin-S1.  
By measuring the temperature profile of the f’ parameter a qualitative picture of 
the meaning of distance distributions was obtained: the protein matrix between Cys-707 
of S1 and acceptors on the actin filament is substantially rigid in the rigor complex. This 
result is what one would expect from the observation that the distance distribution 
between these points is narrow. We also showed that the wide positional distribution 
reported for the essential light-chain in the rigor acto-S1 complex is due to the large 
flexibility of the protein matrix connecting the actin and light-chain-binding domain of 
S1. 
Our results corroborated previous findings that the catalytic domain and the 
light-chain-binding domain can rotate relative to each other.   
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2.  Photoactivation of E. coli photolyase as revealed by femtosecond 





UV light induces two major lesions in DNA: the cyclobutane pyrimidine 
dimers(Pyr<>Pyr) and the pyrimidine-pyrimidone (6-4) photoproduct (Pyr [6-4] Pyr). 
The subject of our experiments was the enzyme called photolyase which catalyzes the 
repair of UV-induced lesions in DNA18. 
Flavoproteins are ubiquitous proteins in which the flavin cofactor plays the role 
of electron transfer intermediate in various biochemical reactions. Flavins display rich 
redox chemistry as they can adopt three different redox states: oxidized, semi-reduced 
(radical) and fully reduced, and in addition the redox changes can be accompanied by 
protonation changes. The different forms of the flavin chromophore have characteristic 
absorption spectra in the visible and near UV, but the physiological functions of most 
flavoproteins are light independent.  
DNA photolyase is able to repair far-UV damaged DNA, using light-energy to 
cleave the cyclobutane ring of the Pyr<>Pyr dimers18, 19. After binding DNA, repair 
mechanism is initiated by the absorption of a blue or near-UV photon, followed by an 
electron transfer from photoexcited FADH– to the Pyr<>Pyr  dimer which breaks the 
dimerization bond. After the cleavage step the electron is transferred back to flavin 
cofactor. 
Photolyases are monomeric proteins of 450-550 amino acids and two 
noncovalently bound chromophore cofactors. One of the cofactors is always FAD, and 
the second is either methenyltetrahydrofolate (MTHF) or 8-hydroxy-7,8-didemethyl-5-
eazariboflavin (8-HDF). 
Flavin is one of the most commonly used cofactors in nature, and FAD is the 
most common form of flavin found in enzymes. At least 151  enzymes use FAD and/or 
FMN as cofactors. Flavin can be reduced and oxidized by one- and twoelectron-transfer 
reactions and the active form of flavin in photolyase is the two-electron-reduced form18. 
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 In isolated photolyase from many organisms, the flavin is in the neutral radical 
form (FADH•), and the active fully reduced form can be generated by another 
photochemical process (photoreduction). The aim of our experiments was to elucidate 



















Figure II.1. The structure of E. coli photolyase, with the antenna chromophore (MTHF), 
the flavin cofactor (FAD) and the tryptophan triad involved in the electron transfer. 
 
Photolyase contains a second chromophore (MTHF or8-HDF) which is not necessary 
for catalysis and has no effect on specific enzyme-substrate binding20, 21, but it can  
increase the rate of repair 10-100-fold18 depending on the wavelength used to effect 
catalysis. This is because the second chromophore has a higher extinction coefficient 
than FADH- and an absorption maximum at longer wavelength relative to that of the 
two-electron-reduced flavin that is the active form.  
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 Photoreactivation and photoactivation in E. coli photolyase 
 
In photolyase two electron transfer processes take place: photoreactivation, 
responsible for the DNA repair and photoactivation which is the process leading to the 
reduction of the flavin cofactor. 
During photoreactivation the enzyme binds a Pyr<>Pyr in DNA, the folate (or 8-
HDF) then absorbs a near-UV/blue-light photon and transfers the excitation energy (via 
fluorescence rezonance energy transfer) to flavin, which then transfers in ~170 ps an 
electron to the Pyr<>Pyr22; the 5-5 and 6-6 bonds of the cyclobutane ring are now in 
violation of Hückel rules, and therefore, the Pyr<>Pyr is split to form two pyrimidines. 
After splitting the bond an electron is transferred back to the nascently formed FADH● 
to regenerate the FADH- form. 
In isolated photolyase from many organisms, the flavin is in the neutral radical 
form (FADH•), and the active fully reduced form can be generated by another electron 
transfer process called photoreduction. In E. coli  photolyase the reduction of the 
catalytically neutral FADH● is realized by an electron transfer trough tryptophan triad 
(W382-W359-W306) close to the flavin cofactor23. The terminal electron donor is the  
W306 tryptophan, located at 15 Ǻ from the flavin24. Reduction of W306 with an 
external electron stabilizes the FADH– state of flavin. In the absence of external electron 




The purpose of my work was to give deeper understanding of the electron transfer 
process (trough the W382-W359-W306 tryptophan triad) behind the photoactivation of E. coli 
photolyase. 
In their earlier work my colleagues replaced tryptophan W382 with the redox inert 
phenylalanine, and they proved that as a first step of the electron transfer process, after 
excitation an electron jumps to the flavin cofactor25. Thus the aim of this work was to answer 
the following questions:  
 
1) Can be the flavin cofactor permanently reduced if the tryptophan is replaced by a 
redox inert phenylalanine? 
 
2) Does the W359→W382 electron transfer step exist during photoactivation ? 
 





The presented experiments were realized using pump-probe spectroscopy. The 
principle of pump-probe measurements can be easily understood from the following picture 
(Fig II.2): after excitation (pump) at specific delay times the sample is illuminated by a 
(probe) beam and the instrument detects the transmission.  The presented pump-probe setup is 
able to detect changes of the absorption on the femtosecond scale.  
 
 
Figure II.2. Shematic picture of a pump-probe setup.(Vos M H, 199926.) 
 
The detected absorption changes can be explained by the following processes: 
1. Bleaching of the sample after the excitation.  
2. Stimulated emission. 
3. Excited state absorption.  
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 Results and discussion 
 
In order to examine the role of the tryptophan triad in the electron transfer process, the 
tryptophans were replaced by site directed mutagenesis one by one with redox inert 
phenylalanine. Earlier work of my colleagues elucidated the role of the closest tryptophan 
(W382) in the electron transfer process and the time constant of the relaxation of FADH●* 
state25. In the case of wild type photolyase the rate constant is about (24 ps)-1, in the case of 
the mutant the rate constant is (80 ps)-1 on the whole spectral range. The longer rate constant 
observed in the case of the mutant hints that no electron transfer takes place, which means that 
the initial electron donor is the tryptophan W382. The measured 80 ps is the time constant of 
the relaxation of FADH●* state. The time constant observed in the case of wild type is the 
result of two competitive processes: relaxation of FADH●* with and without electron transfer. 
The initial electron transfer step takes place in 38-45 ps.  
The experiments were performed on two spectral range: 420-590 nm (with pump 
wavelength at 620 nm) and  630-700 nm (pump wavelength set at 550 nm). Comparing the 
transient kinetics on the 630-700 nm spectral range one can observe that both wild type and 
mutant photolyase relax with the same time constant, indicating that the excited flavin is 
relaxed trough electron process in the case of the mutant as well.  
Fitting the transients it was found that the time constant of on the 420-470 nm spectral 
range is ~30 ps too. Comparing the kinetics of the mutant and the wild type photolyase it can 
be easily observe, that while in the case of wild type after 150 ps the absorption change does 
not relax to zero, in the case of the mutant it diminish (Fig II.3). 








 W359F (468 nm)















Figure II.3. Kinetics of absorption change of wild type (filled circles), and W359F mutant  
(squares) at the main bleaching, at 504 nm and at the 468 nm isosbestic point (open circles). 
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Analyzing the transient spectra it can be seen that the wild type photolyase relaxes to 
its resting spectra (which can be associated to the FADH−W●+ state) during the time window 
of the experiments. However, in the mutant the spectrum relaxes to 0 (Fig. II.4) This suggests 
that in the mutant, where the second (W359) tryptophan is replaced, the initial radical donor 
W382 is not significantly oxidized at any time. This implies that the back reaction to the 
neutral ground state is rapid compared to the decay of the excited state FADH●*  As this is 
presumably also the case for WT, the forward radical transfer W382●→ W359● must also be 
substantially faster than W382● formation to obtain the observed sizeable yield of 
FADH−W●+. This means that the tryptophan radical observed in the picosecond WT product 
state is located on the second (W359) or possibly even third (W306) tryptophan in the chain 
rather than the first (W382). 
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Figure II.4. Transient absorption spectra of wild type (WT) photolyase and the mutant 
photolyase (W359F) at various delay times.  
 
Solving the differential equation system of the reaction scheme we were able to 








Summarizing the results of the performed experiments I could prove that: 
 1) Replacing the tryptophan W359 with a redox inert phenylalanine prohibits build-up of 
long lived charge pairs 
2) In W359F photolyase, flavin excited state is quenched by very short-lived oxidation of 
aromatic residues as in many other flavoproteins 
3) Charge recombination of the primary charge separation state FADH-W382●+ and (in WT) 
electron transfer from W359 to W382●+ occur with time constants <4 ps 
4) Strong indication for < 4 ps ET among the tryptophans, suggesting low ΔG, low λ reactions 
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